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摘要 : 家 看 Bombyx mori 由 受精 卵 到 完成 胚胎 发 育 孵 化 的 过 程 中 , 细胞 进行 大 量 的 分 裂 和 分 化 , 然而 清 育 性 卵 的 胚胎 
细胞 分 化 至 G2 期 便 停 清 在 此 阶段 。 为 了 探索 这 一 发 育 阶段 细胞 内 的 分 子 调控 , 本 研究 以 人 Homo sapiens 的 细胞 周 
期 蛋白 基因 cyclin L1 为 模板 , 成 功 克 隆 了 家 和 看 同 源 基因 BmCenll (GenBank 登录 号 : FJ889988) ,, BmCenll 基因 开放 阅 
EME (open reading frame，ORF) 全 长 1 254 bp, 编码 417 个 氨基 酸 。 利 用 Protean 软件 分 析 得 出 BmCenll 和 蛋白 预测 分 
子 量 为 49 kDa, 等 电 点 为 9.84。 利 用 DNA 重组 技术 构建 了 BmCcnll 基因 的 重组 表达 载体 pET-21d-BmCenll ， 对 其 进 
行 原 核 表 达 , 其 表达 的 蛋白 以 包涵 体形 式 存 在 。 利 用 RT-PCR 技术 分 析 了 BmCenll 基因 在 胚胎 发 育 过 程 中 的 转录 水 
Æ, BmCenll 基因 在 非 滞 育 性 卵 的 胚胎 发 育 阶 段 基本 保持 相对 稳定 的 转录 表达 ,而 滞 育 性 卵 从 蛾 体 产 下 经 过 72 h 后 
已 经 检测 不 到 BmCenll 基因 的 转录 。 结 果 提 示 ，BmCcen17 基因 与 胚胎 期 清 育 及 非 滞 育 性 卵 的 发 育 调控 相关 。 对 该 基 
因 的 克隆 和 表达 分 析 为 今后 研究 家 和 看 胚胎 发 育 及 细胞 周期 调控 黄征 了 基础 。 
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Abstract: Cell division and differentiation were processing in quantity from the fertilized eggs to larvae of 
the silkworm, Bombyx mori, but in diapause eggs embryonic development arrested in the G2 of cell 
division. In order to explore the molecular regulation in this developmental stage, the cyclin gene of B. 
mori was cloned according to the cyclin LI sequence of Homo sapiens and named BmCenl1. The ORF of 
BmCenll is 1 254 bp, encoding a 417-amino acid protein and registered with GenBank accession number 
FJ889988. The predicted molecular weight and isoelectric point of BmCenl1 protein were 49 kDa and 9.84, 
respectively analyzed by Protean software. The prokaryotic expression. vector pET-21d-BmCenll was 
constructed, and the expression product was present in inclusion bodies. The expression of the BmCcenl] 
mRNA was detected using RT-PCR. The relative expression level of BmCcenl] mRNA was stable in the 
embryonic stage of non-diapause eggs, but its expression was not detectable 72 h after oviposition. The 
results suggest that BmCenl! is related to the development regulation of the diapause and non-diapause 
eggs. The cloning and expression analysis of BmCcenl] provide the basis for the research of the embryonic 
development and cell cycle regulation. 
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细胞 周期 (cell cycle) 是 细胞 生命 活动 的 基本 过 
程 , 可 以 分 成 G1, S, G2, M 4 个 时 期 。 现 已 发 现 与 
细胞 周期 相关 联 的 调控 因子 大 致 分 成 三 大 类 : 细胞 
周期 蛋白 (cyclin)、 细 胞 周期 蛋白 依赖 性 激酶 
( cyclin-dependent kinase, CDK ) 和 细胞 周期 蛋白 依 
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赖 性 激酶 抑制 剂 (CDK inhibitor, CKI) ( S5] FH IAE 
连 宏 , 2006) 。 其 中 细胞 周期 依赖 性 蛋白 激酶 是 细 
胞 周期 调控 的 关键 因素 ,它们 各 晶 在 特定 的 细胞 周 
期 被 激活 ,其 功能 实现 还 依赖 于 细胞 周期 重 白 。 细 
胞 周期 蛋白 在 不 同 的 细胞 周期 表达 量 不 同 , 但 
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CDKs 的 蛋白 总 量 在 整个 细胞 周期 进程 中 几乎 稳定 
不 变 ( 高 燕 等 ,2005 ) 。CDK 的 活性 除了 受 细胞 周 
HEARERS, 还 受 依赖 性 蛋白 激酶 抑制 剂 
( CKIs) 的 负 调 节 (Sherr and Roberts, 1999) 。 在 高 
等 真 核 生 物 中 ,G1 到 S 期 的 转换 是 由 G1 细胞 周期 
Æ H (Cyclin D 和 Cyclin EE ) 协 同 激酶 Cdk2, Cdk4, 
Cdk6 介 导 的 (Pines and Hunter, 1991; Reed, 1992; 
Sherr, 1994; Duronio et al., 1995) ; G2 到 M 期 的 转 
TE EUG 22 5) 28 A E 5] 8] E H (Cyclin A 和 Cyclin 
B) 与 激酶 Cdc2 或 Cdk2 共同 调控 的 ( Fang and 
Newport, 1993; Knoblich and Lehner, 1993) 。 

细胞 周期 蛋白 种 类 很 多 , 它们 组 成 了 一 个 蛋 日 
质 家 族 。 人 类 细胞 周期 重 日 的 相对 分 子 量 为 30 ~ 
45 kDa, 均 具 有 一 个 细胞 周期 蛋 日 盒 ( 杨 兆 宁 和 李 
TA, 2004), HH] 3] 5S E Sx Ar E Cyclin 和 Cdk 
之 间 的 结合 。 在 细胞 周期 中 , 不 同 的 Cyclin 与 相应 
的 Cdk 结合 后 , 形成 复合 物 , 激活 Cdk 的 激酶 活 
VE, 对 细胞 内 底 物 进行 磷酸 化 , 随后 迅速 降解 失 活 
( Hunter and Pines, 1994) 。 

H BIDSEZ 28: 2081817] 238 ELTE RGB EP. 已 
WEKE 2L] 39988 EDU. Cyclin A( 张 春 冬 等 ， 
2009) , Cyclin B( Takahashi et al., 1996) 和 Cyclin E 
(Sudhakar and Gopinathan, 2000) 4 EZX AMME 
育 过 程 中 , 受精 卵 进行 大 量 的 细胞 分 裂 与 分 化 。 对 
TAEKE, 在 沛 育 激素 的 作用 下 胚胎 细胞 在 
产后 3 d( 2570) 分 裂变 慢 并 停 沛 于 细胞 分 裂 的 G2 
期 (Nakagaki et al., 1991) , Jit A S te B4B, 
1999) , JERIT M. 2 LJ] 8 E EA HJ £8 BE ETT TR 
R, 克隆 了 家 看 细胞 周期 蛋白 基因 ,并 对 其 序列 信 
BEER IA. 为 研究 家 看 胚胎 发 育 及 细胞 周期 调 
控 的 机 制 莫 定 基础 。 


1 材料 和 方法 


1.1 材料 

家 大 932 品种 产 卵 后 1 -7 d Iit fr SEDE A 
HIN, 大 肠 杆 菌 Escherichia coli DH5a 和 Rosetta, 表 
达 载 体质 粒 pET-21d 均 由 本 实验 室 保 存 提供 。 殉 隆 
载体 pCRS 2.1, Trizol 购 自 Invitrogen 公司 ; 质粒 抽 
提 试 剂 盒 、 凝 胶 回 收 试剂 盒 、dNTP、 限 制 性 内 切 酶 、 
Taq DNA 聚合 酶 .反应 缓冲 液 及 其 他 第 规 化 学 试剂 
均 为 TaKaRa 公司 产品 ; cDNA 合成 试剂 盒 ，DNA 
Molecular Weight Marker 购 自 天 根 生物 有 限 公 司 。 


1.2 总 RNA 提取 

RZA 932 品种 产 卵 后 1 -7 d RE ES ED 
育 性 卵 各 0.1 g 放 入 人 研 钵 中 ,加 入 液 氮 充分 研磨 后 
按照 Invitrogen 公司 的 Trizol 试剂 盒 的 说 明 提 到 
RNA, 最 后 将 提取 的 RNA X F 20 uL DEPC 水 中 ， 
-70C 保 存 备 用 。 

1.3 家 等 细胞 周期 蛋白 基因 的 电子 拼接 和 克隆 

根据 物种 间 同 源 基 因 的 核酸 序列 相对 保守 并 有 
一 定 同 源 性 的 特点 , 以 人 Homo sapiens 的 cyclin L1 
cDNA 序列 为 模板 , 在 NCBI 的 家 看 表达 序列 标签 
( expressed sequence tag, EST) ŽE E rp nie 5 2 In] 
源 的 EST 序列 ,选取 200 bp UE, 同 源 性 大 于 
60% 的 家 大 EST 序列 , 利用 DNAStar 的 SeqMan 将 
检 出 序列 拼接 成 contig 后 ,以 此 contig 为 被 检 序 列 
再 次 进行 检索 , 重复 上 述 操 作 ， 耳 至 所 有 检 出 的 重 
车 EST 序列 不 能 继续 延伸 。 最 终 校对 的 序列 通过 
了 家 看 基因 组 数据 库 的 验证 , 获得 1 条 全 长 1 885 
bp 的 序列 。 

对 获得 的 电子 克隆 基因 利用 NCBI. 的 完整 开放 
阅读 框 (ORF) 分 析 , 确定 最 大 的 ORF 后 , 用 Primer 
5.0 软件 器 ORF 设计 引物 ， 上 游 引 物 为 5” 
TATTACAAAGACTAGTTTAAAG-3'; Fir 4$ÓSs'- 
GTGTTTTATCATCTGTGTAG-3', FH Invitrogen 公司 
合成 。 以 产后 1 -7 d Hik A «3 AES A ER D Joa 
RNA 样品 为 模板 ， 以 天 根 公 司 TIANSeript cDNA 第 
一 链 合成 试剂 盒 反 转录 合成 cDNA 第 一 链 。 以 合成 
的 cDNA 为 模板 进行 PCR 扩 增 。 反 应 体系 : 25 uL 
PCR 体系 中 含 10 x Buffer 2. 5 uL, 25 mmol/L MgCl, 
2 uL, 10 mmol/L dNTPmix 1 uL, cDNA 模板 为 5 
ug, 5 U/uL Taq $0.25 uL, 10 umol/L 正义 引物 
和 反 义 引 物 各 1 nL。 反 应 条 件 : 94C WEES min, 
然后 94% 45 s, 60C 45 s, 72C 1 min, 30 个 循环 ， 
最 后 72% 延伸 10 mins HWX 40 uL PCR 扩 增 产物 进 
行 琼脂 糖 凝 胶 电泳 回收 特异 性 扩 增 片段 ,与 pCR® 
2.1 载体 于 16% 过 夜 连接 ，CaCl 法 转化 至 天 coli 
DH5a rp, 挑 取 阳 性 元 隆 并 进行 序列 分 析 ( 赵 晓 瑜 
和 李 继 刚 ,2006) 。 

1.4 家 等 细胞 周期 蛋白 基因 的 生物 信息 学 分 析 

将 BmCcenll 的 cDNA 序列 提交 NCBI 数据 库 。 
通过 在 线 软 件 ( http://www. ebi. ac. uk/Tools/ 
emboss/transeg/index. html) 及 DNAMan 软件 推导 
出 BmCenl] cDNA 编码 产生 的 氨基 酸 序 列 , 结构 域 
预测 通过 NCBI ( http://www. nebi. nlm. nih. gov/ 
Structure/cdd/ wrpsb. cgi) 在线 分 析 。 
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1.5 阳性 重组 质粒 的 单 酶 切 鉴定 

根据 pCRÓ 2. 1 载体 在 插入 片段 两 侧 各 有 一 个 
EcoR I 的 酶 切 位 点 ,对 PCR 鉴定 为 阳性 的 重组 质 
粒 进 行 单 酶 切 , 对 重组 质粒 进行 酶 切 鉴定 。 
1.6 BmCcnll 基因 原核 表达 载体 的 构建 

以 经 PCR 鉴定 和 测序 正确 的 pCR® 2. 1- 
BmCenll 质粒 为 模板 , 用 市 有 限制 性 酶 切 位 点 的 原核 
表达 引物 (上 游 引 物 : 5 -CTA ACCACGAC 
GACCGTACAA-3'; 下 游 引 物 : 5'-CCG AT 
GTTTCCTTTTGTCATC-3')3tfg PCR 扩 增 ， 得 到 含 
有 限制 性 酶 切 位 点 的 目的 基因 片段 。 将 目的 基因 
与 载体 pET-21d 经 Nhe I 和 Xho I 双 酶 切 后 16% 
过 夜 连 接 ，CaCl 法 转化 至 DH5a 中 ,以 载体 通用 
引物 及 基因 特异 引物 进行 PCR 鉴定 及 双 酶 切 法 进 
行 阳 性 克隆 的 得 选 与 鉴定 。 将 经 鉴定 确认 的 阳性 
转化 子 提取 重组 质粒 ,转化 至 表达 菌株 E. coli 
Rosetta 中 。 
1.7 BmCenll 蛋白 的 诱导 表达 及 分 析 鉴 定 

将 PCR 鉴定 后 的 含有 pET-21d-BmCenll KE 
有 空 载体 pPET-21d Bj E. coli Rosetta 菌 液 培养 于 含 
Amp ' 的 LB 液体 培养 基 中 37%C , 200 r/min 振荡 培 
3&3 h 左右 , fii OD =0.6 ~0.8 时 , 加 入 IPTG 
( 终 浓度 为 1 mmol/L) 诱导 4 h 取样 ,12% SDS- 
PAGE 电泳 检测 表达 产物 。 

另 取 诱导 4hh 后 的 菌 液 , 4% 8 000 r/min 离心 
10 min 收集 菌 体 , 按 25:1 的 比例 ( 菌 液 : 细菌 裂解 
液 ) 加 入 细菌 裂解 液 及 溶菌 酶 (至 终 浓度 1 mg 
mL), KEWA 30 min, 轻柔 涡 旋 裂 解 细 胞 后 ,用 
超声 波 使 菌 体 完 全 破碎 ， 离 心 分 别 收 集 上 清和 沉 
YE, 然后 进行 12% SDS-PAGE 电泳 检测 目的 蛋白 在 
上 清和 沉淀 中 的 分 布 情况 , 确认 重组 蛋白 的 表达 

将 SDS-PAGE 电泳 的 目的 蛋白 条 带 转 移 到 硝酸 
纤维 素 膜 上 ,封闭 液 封闭 后 , 以 Anti-His Antibody 
为 一 抗 , ÆDER IgG-HRP 为 二 抗 与 之 反应 , 最 后 用 
HRP-DAB 底 物 显 色 试 剂 盒 显 色 。 
1.8 BmCcnll 基因 在 家 等 胚胎 期 的 表达 检测 

选择 家 看 BmactinA3 基因 (CenBank 登录 号 : 
X04507) 为 内 标 基 因 。 根 据 克 隆 得 到 的 家 看 
BmCcnll 基因 全 长 序列 设计 用 于 RT-PCR 分 析 的 引 
物 ( 表 1)。 

分 别 取 家 看 932 品种 产后 1 -7 d WAEN A -i 
育 性 卵 的 总 RNA, 调整 RNA 浓度 后 反 转 录 成 cDNA, 


表 1 本 研究 中 所 用 引物 
Table 1 Primers used in this study 


基因 引物 厅 列 (35"=3") 产物 长 度 (bp) 
Gene Primer sequences Product length 
BmactinA3 F; TGGTAGTAGACAATGGCTCCG 158 


R: GCTCTGTGCCTCGTCTCCTA 
BmCcnll F: GCTGATAGCCTTGACATCG 182 


R: CCCATTGCCATAGTTTCC 


根据 摸索 的 最 适 反应 条 件 , 用 于 RT-PCR 分 析 的 
PCR 反应 条 件 设 定 为 : 94% 5 min 一 (94%C 30 s 一 
60*C 45 s—72*C 30 s) x 30 cycles272'C 10 min— 
4 , 2.596 S E WRSE Ek HB RR iUo ATR. HRK 
Akii JH Quantity one RREO Vr 2 xt 11 Jk BE 3 
H, 得 到 BmCenl] cDNA 扩 增 电泳 条 带 的 综合 光 密 
度 值 M1 及 Bmactin43 cDNA 扩 增 电泳 条 带 的 综合 
光 密 度 值 M2, BmCenll mRNA 转录 水 平 用 相对 光 
密度 值 ( MIAM2 x100% ) 来 表示 。 根 据 得 到 的 数据 
绘制 BmCcenll mRNA 转录 表达 曲线 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 RE Cenll 基因 的 电子 克隆 

以 人 的 cyclin LI cDNA 序列 为 模板 , AET 
E, 拼接 到 一 条 长 1 885bp 的 序列 (图 1)。 该 序列 
有 完整 开放 阅读 框 (ORF ) 大 小 为 1 254 bp, 编码 产 
生 417 CAR, Æ NCBI 网 站 上 利用 Protein blast 
进行 同 源 搜索 ,发 现 该 蛋 日 序列 与 人 Homo sapiens 
和 斑马 鱼 Danio rerio 等 物种 的 cyclin L1 的 氨基 酸 序 
列 相 似 性 在 60% 以 上 ,于 是 将 此 基因 命名 为 
Bmcyclin L1 ( BmCcnll ) , 


Color key for alignment scores 
«40 40—50 50-80 80-200 >=200 
Query] | | | | | 
0 350 700 1 050 1 400 1 750 





图 1 组 成 家 和 看 BmCcnll 的 EST 序列 
Fig. 1 The EST sequences of BmCcnll gene from 
Bombyx mori 


2.2 BmCcnll 基因 的 RT-PCR 扩 增 和 重组 质粒 的 
单 酶 切 鉴 定 

以 产后 1 d 的 非 滞 育 性 卵 的 总 RNA 为 模板 , 经 
反 转 录 后 用 所 设计 基因 的 克隆 引物 进行 扩 增 , 产物 
经 1% B5) 3 BEP SE e Fa UK 2) DT, 出现 与 预期 大 小 
1 329 bp 相符 的 DNA 泳 带 ( 图 2)。 回 收 目 的 条 带 ， 
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与 pCR9 2.1-T 载体 连接 构建 pCR® 2.1-BmCcnll Œ 
组 质粒 ， 蓝 白斑 第 选 阳性 克隆 PCR 鉴定 , 结果 如 图 
3。 将 初步 鉴定 为 阳性 克隆 的 重组 质粒 的 菌 液 送 上 
海 瑞 骏 生 物 技术 有 限 公司 进 行 测序 。 测 序 结果 显示 
(图 5) 家 看 BmCcnll 扩 增 区 间 内 的 核 苷 酸 与 预计 的 
BmCecnll 电子 克隆 序列 相符 。 将 BmCenll 基因 的 完 
整 开 放 阅 读 框 (ORF ) 提交 到 NCBI, GenBank 登录 
tj FJ889988, 


bp 
2 000 


1 000 
750 


500 
250 


100 





图 2 BmCcnil BJ PCR 扩 增 
Fig. 2 PCR amplification of BmCenll 
M; DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker; 1; PCR 扩 增 结果 The amplified 
BmCcnll ; 2: 引物 的 阴性 对 照 Negative control for primers. 


bp 
2 000 
1 000 
750 
500 
250 


100 





É|3 Double PCR 检测 重组 阳性 克隆 


Fig. 3 Identification of the recombinant plasmid 
of BmCcnll by double PCR 
M; DNA 分 子 量 标准 DL2000 marker; 1, 3: 特异 引物 的 扩 增 产物 


The amplification products with the specific primers of BmCenll ; 2, 4: 


载体 通用 引物 的 扩 增 产物 The amplification products with the universal 
primers M13/M13T of the cloning plasmid pCR® 2.1; 5, 6: 用 特异 引 


物 和 通用 引物 扩 增 的 阴性 对 照 The negative control amplified with the 


specific and universal primers. 


2.3 重组 质粒 的 单 酶 切 鉴 定 

用 EcoR 工 对 重组 质粒 进行 单 酶 切 鉴定 ， 结 
如 图 4。 由 图 4 可 知 , 单 酶 切 后 的 重组 质粒 可 以 产 
生 两 条 电泳 泳 带 , 一 条 为 线性 化 的 载体 质粒 ( 约 
3.9 kb), 另 一 条 为 插入 的 目的 基因 的 片段 ( 约 1.35 


kb), 对照 PCR 扩 增 的 目的 基因 片段 为 1 329 bp, 
酶 切 结果 证 实 已 得 到 带 有 目的 基因 片段 的 阳性 重组 
质粒 ,命名 为 pCR® 2. 1-BmCenll , 

M 1 2 


bp 
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3 000 
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图 4 单 酶 切 鉴定 重组 质粒 
Fig. 4 The single digest identification of the 
recombinant plasmid 
M: DNA 分 子 量 标准 DNA molecular weight marker M; 1: 重组 阳性 质 
粒 单 酶 切 The single digest of the recombinant plasmid; 2; PCR 扩 增 产 
物 阳 性 对 照 The amplification product of BmCoenll . 


2.4 BmCcnll 编码 蛋白 的 功能 分 析 

通过 在 线 软件 及 DNAMan 软件 推导 出 BmCenll 
cDNA 编码 产生 的 氨基 酸 序列 (图 5), 并 利用 
Expasy 网 站 在 线 分 析 得 出 BmCenll 蛋白 预测 分 子 
量 为 49 kDa, 等 电 点 为 9.84。 利 用 NCBI 在 线 预 测 
蛋 日 序列 的 功能 结构 域 , 如 图 6 所 示 ，BmCenll 属 
于 细胞 周期 蛋白 超 家 族 , HRA Cyclin 的 保守 结 
构 域 。 
2.5 BmCcnll 的 诱导 表达 和 表达 条 件 优化 

将 重组 表达 质粒 pET-21d-BmCenll 转 入 E. coli 
Rosetta FH, 经 IPTG 诱导 后 ，SDS-PAGCE 电泳 检测 , 
在 50 kDa 左右 出 现 一 条 和 蛋白 带 〈 图 7)， 由 于 
BmCenll 的 预测 分 子 量 为 49 kDa, 证 明 BmCenll 4& 
日 在 Rosetta 中 得 到 表达 。 

对 BmCenll 和 蛋白 的 表达 条 件 进行 优化 , 结果 表 
BH TALES Tt V BE dex Uu BmCenll 和 蛋白 表达 量 的 关 
SEDIS. -REBEKA FIR EKAA 
导 剂 IPTG 诱导 表达 能 够 获得 较 高 的 表达 量 ， 而 
BmCenll EA 89 3A s 28 SERRE A xe Wa A Be 
得 较 高 的 表达 量 , 结果 见 图 8; BmCenll 重 日 在 不 
同 的 诱导 温度 均 能 表达 , 但 表达 量 有 所 不 同 , 307C 
诱导 表达 的 和 蛋白 量 略 高 , 结果 见 图 9。 
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ATGACCACGACGACCGTACAAAACCAACCGAAGTCTAACAATTCACAGCACAATACACCACCTGCAAAGCTTCAG 
M T T T T V QN Q P K S NN S Q HN T P P A K L Q 
AAGACGTATGGGAAGATAGTTTTGACGCTCTACAATTGTCTTCTACCGGAATCAGTATTCAAGGAGACACCTTCA 
I V L T L Y N C L L P E S V F KE T P S 
CAAGCTGATAGCCTTGACATCGAAÀACTGAGACGGATCTTAGGATCCTGGGTTGCGAAATGATACAAACAGCTGGC 
E T E T D L R I L G C E M I Q T A G 
ATCCTGCTCCGGCTACCCCAAGTAGCTATGGCGACTGGTCAGATTTATCTACAAAGGTTTTACTACTCGAAATCÀ 
Y L Q R F Y Y 5 K S 
TTTGTACGATATCCCATGGAAACTATGGCAATGGGTAGCATATACTTAGCGTCCAAAGTCGAACAGAAACCATGC 
Y L A 3 K V E E KP C 
AGAATAAGAGATGTAATCAACGTGTTTCACCACATCAAACAGGTCAGAGCACAGAAAACAATAAGTCCAATGTTA 
K Q V R à Q K T I 3 P M L 
GTTGACCAAAATTACATAGAATTGAAAAATCAGGTCATCAAAGCTGAAAGACGTATCTTAAAAGAGCTCGGATTC 
K A E R R I L K E L G F 
TGTGTACATGTTAAACATCCACACAAACTTATTGTGGTTTACTTACAATTACTGCAATATGAAAAAAACCGCCAA 
I V V Y L Q L L Q Y E K N R Q 
CTAATGCAAATGGCTTGGAACTACATGAATGATGCTCTAAGGACAGATGTCTTTATGAGATTTCCTCCTGAAACC 
L N Q M à U N Y M N D A L R T D V F M R F P P E T 
ATTGCATGTGCTTGCATTTACTTGACGGCCAGAAAALATAGGTTTGCCGCTGCCCAATAACCCACACTGGTTCCTT 
G L P L P NNP H V FL 
CTATTCAAAGTTACAGAAGATGATATCAGGGAAGTCTCAATGAGGATACTACAATTATATAAACGTGCTAAAGTC 
R E V 3 M R I L Q L Y K R å K V 
AACCCTGAAGAATTGGAGACTAAAGTTGAAAACCTCCGCAAAATATACATAGCTAATARACATTCACAGGCAATA 
A N K H 3 Q A I 
ARAGATAAAGAAGCTAAGAACGAAGAAAAGAAACCCGAATCACCCACTGCATCAACTTCTAAAGACACCAGACGG 
K D K E å K N E E K K P E S P T A SS T S K D T R R 
GATACTAAGAAAGAAAAATCTCCTAAAACTCCACCTTTATCCTCAARAGTATCACAGTAGTCATAAATCAAAGAAG 
D T K K E K S P EK T P P L S 5 K Y H S5 S H K S K kK 
GAÀGCGGAGGTCAAGATCTCCTTATGATAAGAAGAGGGATTATTCAAGTAAGAGGCATCGTTCAAGGTCTCGTGAT 
E R R 5 R 3 P Y D K K R D Y 5 S K RH R S R S R D 
CGTGATGCAGATCGTTCTAAGGATCGGAGATCTGATGACAAGCGTAGTAGGATGTCTTCGAGGAAATATGATGAT 
R D A D R S K D R R S D D K R S5 R M 35 S$ R K Y D D 
TATGACAGGTCAAAGTCAAGTCGTGATGGACGGGATGACAAÀAAGGAAACATTAG 
Y D R 3 K 3 3 R D G R D D K R K H * 


图 5 BmCenll 的 核 苷 酸 序列 及 推导 的 氨基 酸 序列 


Fig. 5 Nucleotide and the deduced amino acid sequences of BmCenll 


图 6  BmCcnll EAIRT 4 T 991 2 


Fig. 6 Prediction of the conserved domain of BmCcnll 


鉴定 
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2.6 表达 产物 的 可 溶性 分 析 及 Western blotting 
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图 7  BmCenll 诱导 表达 产物 的 SDS-PAGE 电泳 
Fig. 7 SDS-PAGE of induced-expression product of BmCenll 
M: 和 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1, 2: 空 质粒 
诱导 前 后 Rosetta with pET-21d before and after induction with IPTG; 3, 
4: 重组 质粒 诱导 前 后 Rosetta with pET-21d-BmCenll before and after 


induction with IPTG; 第 头 所 指 为 目的 蛋白 条 带 The arrow indicated 
the target protein band. 下 图 同 The same for the following figures. 





重组 茵 经 IPTG 诱导 后 将 诱导 产物 处 理 , 分 别 
对 沉淀 和 上 清 液 进行 SDS-PAGE 分 析 , 发 现 重 组 和 蛋 
白 基本 以 包涵 体形 式 存在 于 沉淀 中 (图 10) 5 X 
导 表 达 的 重组 菌 及 其 可 溶性 分 析 的 上 清和 沉 泻 作 
Western blotting 分 析 ， 表明 户 导 后 细菌 裂解 物 及 沉 
淀 中 有 一 条 大 小 为 50 kDa 左右 的 条 带 出 现 
(图 11)。 
2.7 BmCcnll 基因 在 家 乔 胚 胎 期 的 表达 水 平 

采用 RT-PCR 的 方法 对 BmCenll 基因 在 产后 1 
-7 d 的 非 浪 育 和 浪 育 性 卵 中 的 转录 表达 进行 了 分 
fr. 结果 如 图 12 和 13 所 示 , 由 图 12 和 13 可 以 看 
H, BmCenll 基因 的 mRNA 在 非 沁 育 性 卵 胚胎 发 育 
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图 8 PREX BmCenll 蛋 日 表达 的 影 啊 
Fig. 8 

on the induced-expression of BmCenl1 
M: 和 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1 -9: 重组 菌 
在 菌 液 浓 度 (0Doo ) 分 别 为 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 1.0, 
1.2, 1.4 时 加 入 IPTG 诱导 4 h 的 细菌 裂解 物 The bacteria lysate with 
the recombinant expression plasmid at 4 h after induction with IPTG when 


the bacteria concentration (ODgg ) is 0.2, 0.3, 0.4, 0.5, 0.6, 0.8, 


Influence of bacteria concentration 


1.0, 1.2 and 1.4, respectively. 





图 9 Did 
Fig. 9 


达 的 影响 
Influence of induction temperature 

on the expression of BmCoenll 

M: 和 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1, 2: 含 空 

体质 粒 的 Rosetta 诱导 前 后 Rosetta with pET-21d before and after 

induction with IPTG; 3, 4; 分 别 为 30% .37% 诱导 表达 4 的 细菌 裂 

解 物 The bacterial lysate of induced expression at 30*C and 37*C. for 4 h, 


respectively. 


阶段 基本 保持 相对 稳定 的 转录 表达 , MEn A TES 
h, 当 其 从 蛾 体 产 下 经 过 72 h 后 已 经 检测 不 到 
BmCcnll 基因 的 转录 ,同时 内 参 基 因 Bmactin43 在 
72. h 后 也 检测 不 到 转录 表达 。 


3 讨论 


随 着 人 类 和 多 种 模式 生物 基因 组 计划 的 实施 ， 
表达 序列 标签 (expressed sequence tag, EST) 在 基因 
结构 与 功能 研究 中 的 应 用 日 益 广 泛 ( Adams et al., 
1991; 张 迪 等 ,2010 ) 。 利 用 生物 信息 学 资源 和 技 
术 人 研究 基因 组 结构 与 功能 、 发 现 新 的 功能 基因 、 揭 示 
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kDa 





图 10 诱导 表达 的 BmCenll 的 可 溶性 分 析 
Fig. 10 The solubility analysis of the recombinant 
expressed BmCenl1 
M: 和 蛋白质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1: 菌 体 裂解 
液 的 上 清 The supemate of the bacterial lysate; 2; 菌 体 裂解 液 的 沉 演 
The deposition of the bacterial lysate. 
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图 11 SDS-PAGE (A) 和 Western blotting( B) 48W] BmCenl 
的 表达 

Identification of the recombinant expression of BmCenll 
by SDS-PAGE (A) and Western blotting ( B) 

M: 和 蛋白 质 分 子 量 标准 Protein molecular weight marker; 1, 2: 含 空 质 
粒 菌 诱导 前 后 Rosetta with pET-21d before and after induction; 3, 4: 
重组 菌 经 IPTG 诱导 前 后 Rosetta with the recombinant expression 
plasmid before and after induction; 5, 6: WARRE MYLE The 


supernate and the deposition of the bacterial lysate. 


Fig. 11 


基因 起 源 与 分 子 进化 规律 等 已 成 为 后 基因 时 代 的 热 
扩 人 研究 ( 金 红 建 等 , 2005) 。 利 用 生物 信息 学 方法 开 
展 基因 挖 据 及 表达 分 析 是 一 种 行 之 有 效 的 技术 手段 
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图 12 BmCenll 基因 在 家 蛋 胚 胎 期 的 转录 表达 
Fig. 12 The transcript expression of BmCenll at the 
embryonic stage 
A: ŻAKA A PES "BE | The transcript expression of genes 
in the non-diapause eggs; B: 基因 在 潍 育 性 卵 中 的 转录 检测 The 
transcript expression of genes in the diapause eggs; M: DL2000 marker; 


1-7: 分 别 为 卵 龄 1 -7 d 的 看 卵 1 -7 d-old eggs, respectively. 


一 一 非 清 育 卯 Non-diapause eggs 
—a— ii tj Ul Diapause eggs 
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BmCcnll mRNA 相对 水 平 ("g) 
Relative level of BÁnCcnli mRNA 
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发 育 阶段 


Developmental stage (d) 


图 13 KÆMI BmCenll mRNA 水 平 的 变化 
Fig. 13 The transcript expression of BmCenl? mRNA 
at the embryonic phase 


( Gill and Sanseau , 2000; Muhle et al., 2001) 。 在 本 
研究 中 , 我 们 利用 人 的 cyclin L1. 同 源 基 因为 信息 模 
W, 对 家 看 EST 库 进 行 同 源 比 对 , 经 过 反复 的 延伸 
和 比 对 , 快速 获得 家 在 BmCcnll 基因 的 全 长 cDNA 
序列 , 并 经 过 生物 学 验证 了 电子 拼接 的 正确 性 。 
胚胎 发 育 一 直 是 生命 科学 研究 中 的 主题 之 一 。 
哺 乃 动物 的 胚胎 发 育 一 二 是 研究 的 热点 , 相 比 较 而 
言 ， 家 笃 豚 胎 发 育 的 分 子 生 物 学 人 研究 较为 沛 后 。 由 
受精 卵 到 1 龄 幼虫 的 发 育 过 程 中 , 正 是 细胞 进行 
量 分 裂 和 分 化 的 时 期 , 这 一 个 时 期 的 胚胎 ,是 探索 
细胞 分 裂 的 分 子 调控 机 制 的 理想 期 , 我 们 利用 生物 
言 息 学 的 技术 和 基因 工程 的 技术 方法 ,成功 克 隆 了 
家 看 细胞 周期 蛋白 基因 BmCenll ，cDNA 序列 已 登 
录 到 GenBank, 登录 号 为 FJ889988。 利 用 Protean 
软件 分 析 得 出 BmCenll 和 蛋 日 预测 分 子 量 为 49 kDa, 
等 电 点 为 9.84。 根 据 NCBI 的 结构 域 预测 重 日 序列 
的 功能 结构 域 , BmCenll 属于 细胞 周期 重 日 超 家 
族 , HRA Cyclin 的 保守 结构 域 , 表明 该 基因 在 进 


化 上 比较 保守 。 

BmCcnll 基因 在 家 和 看 胚胎 期 的 进程 中 , 通过 对 
其 mRNA 表达 水 平 的 跟踪 分 析 ， 发 现 胚 胎 发 育 到 
72 h 时, 已 经 检测 不 到 BmCenll 基因 的 表达 ,这 种 
现象 表明 , 洲 育 性 卵 的 细胞 分 化 停 小 于 G2 期 后 ， 
该 基因 也 进入 沉默 状态 。 但 从 以 往 学 者 的 研究 报道 
F, 看 卵 从 蛾 体 产 下 后 经 过 72 h WRA, 其 卵 内 的 
糖 原 等 物质 还 是 有 较 大 的 变化 的 ( 吴 大 洋 ，1996 ) ， 
这 就 告诉 我 们 , 调控 符 卵 进入 沛 育 的 基因 当 进 入 这 
默 状 态 或 表达 很 弱 时 , 看 卵 为 了 完成 其 浪 育 过 程 ， 
体内 生理 生化 的 代谢 仍 在 继续 ,基因 进入 沉默 过 程 
与 体内 生理 生化 的 代谢 过 程 存在 一 定时 序 的 距离 ， 
其 跨度 时 间 是 多 少 ,， 是 值得 我 们 今后 探索 的 。 通 
T, AA EBZ n Zeud 7 d EEA 
育 状 态 ， 胚胎 的 发 育 停 留 在 一 个 相对 不 变 的 发 育 阶 
Ec, 细胞 停止 分 裂 , 一 下 以 临界 期 胚 子 状态 维持 ， 
基于 此 推测 家 大 胚胎 进入 浪 育 后 , 为 了 节省 生命 体 
的 能 量 物质 消耗 , 关闭 了 某 些 基因 ,可 能 只 保留 供 
生命 体 基 本 代谢 所 需 的 基因 ,至 于 保留 了 哪些 基因 
的 活性 还 需 进 一 步 的 实验 证 实 。 

Chen 等 (2006) 人 研究 证 实 , 在 大 鼠 中 Cyclin L1 
能 够 与 CDK12 形成 复合 体 调 控 RNA 的 可 变 剪 切 ， 
Herrmann 等 (2007) 的 研究 结果 也 表明 Cyclin L1 构 
成 剪 切 因 子 的 固定 组 成 部 分 。 由 于 BmCenll 基因 具 
有 较 强 的 保守 性 , 并 且 BmCenll 的 氨基 酸 序列 的 羧 
基 端 具有 SR( 定 含 精 氨 酸 和 丝氨酸 ) 结构 域 , 而 具 
有 该 结构 域 的 SR 家 族 重 日 是 重要 的 剪 切 因子 
( Graveley, 2000) ,推测 在 家 和 看 中 该 基因 具有 类 似 
的 功能 , 调控 RNA 的 可 变 剪 切 。 但 还 需 进 一 步 的 
实验 验证 , 下 一 步 可 采用 Northern blotting、 抗 体 实 
验 、 灾 光 人 免疫 电镜 等 对 其 在 家 乔 内 是 否 参 与 可 变 剪 
切 进行 研究 。 
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